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V zadnjih nekaj letih se je uveljavila metoda RNA-seq za preučevanje dinamike 
transkriptoma. Ker pri tem nastajajo ogromne količine podatkov, potrebujemo zmogljiva 
bioinformacijska orodja. V uporabi so orodja, ki za sestavljanje uporabljajo referenčni genom 
in metode, ki prepisane gene sestavljajo de-novo. Pri postopku RNA-seq gre za sekvenciranje 
celotne RNA, izolirane iz izbranega organizma. (Marioni in sod. 2008)  
 
Ena večjih pomanjkljivosti je veliko število kratkih odčitkov. Obdelava tako velike količine 
podatkov pa je težavna tako iz stališča programske kot strojne opreme (Wang S. in sod., 
2010). 
 
Čeprav v uporabi še vedno prevladujejo orodja, pri katerih je sestavljanje prepisanih genov 
vodeno z referenčnim genomom, so ta podvržena nekaterim pomanjkljivostim. Metod ni moč 
uporabiti v primeru, ko je genom neznan, manj so zmogljivi tudi v primerih, ko so znani le 
deli genoma. Zgrešijo lahko tudi nenavadne prepise genov, ki vsebujejo kratke nedoločene 
eksone, kljub temu da je ostali genom določen (Birol in sod., 2009). 
 
Pri z genomom vodenim sestavljanjem prepisanih genov odčitke najprej poravnamo z 
referenčnim genomom in nato združimo sekvence s prekrivajočimi konci (Grabher in sod., 
2013). Kot osnovo za sestavljanje odčitkov RNA-seq se lahko uporabi znani genom 
sorodnega organizma, kar pa pogosto vodi do manj kvalitetnih sestavov, k izgubi informacij 
in na koncu okrnjen pregled nad ciljanim transkriptomom (Chopra in sod., 2014). 
 
Pri organizmih katerih referenčnih genomov ne poznamo, lahko za sestavljanje prepisanih 
genov uporabimo pristop de-novo. Pri veliki količini odčitkov pa je težko določiti katere je 
potrebno združiti v sosednje sekvence. V veliko pomoč so računalniški programi, ki bazirajo 
na metodi, ki temelji na de Bruijnovem grafu. Na tem grafu so vozlišča določena z določeno 
dolžino k nukleotidov (k-meri). Pri tem je število k manjše od dolžine odčitka. Če se vozlišča 
prekrivajo s k-1 nukleotidi, se povežejo s konci. Računalniški program na ta način skonstruira 
vse možne prepise genov, hkrati pa jih vrednoti in sproti izloči nesmiselne sestave (Grabherr 
in sod., 2013). 
 
Sestavljanju prepisanih genov de-novo težavo predstavljajo predvsem sestavljanje grafa iz 
velike količine odčitkov, definiranje vrednotenja in štetja možnih sestavov ter zagotavljanje 
robustnosti pri odpravljanju šumov zaradi napak in artefaktov v podatkih.  (Grabherr in sod., 
2013). 
 
Namen te diplomske naloge je narediti pregled in primerjavo med orodji za z genomom 
vodeno sestavljanje prepisanih genov in sestavljanje prepisanih genov de-novo. 
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2 RNA SEKVENCIRANJE 
Transkriptom je skupek vseh prepisov genov, transkriptov, ki se v celici nahajajo v 
določenem trenutku, pod določenimi fiziološkimi pogoji. Razumevanje transkriptoma je 
ključno za raziskovanje ključnih genskih elementov genoma, kako se dinamika izražanja kaže 
na molekularnem nivoju v celici, za razumevanje njenega razvoja in pri raziskavah bolezni. 
Glavni cilji transkriptomike so ureditev in uvrstitev vseh tipov prepisov (mRNA, nekodirajoče 
RNA in male RNA), določitev transkripckijske strukture gena v smislu položaja start kodona, 
5' in 3' koncev, vzorcev razrezov in drugih post transkripcijskih modifikacij ter določitev 
stopnje ekspresije vsakega prepisa v različnih pogojih (Wang Z. in sod., 2010). 
 
Za raziskave v transkriptomiki so bili razviti različni pristopi, ki vključujejo principe kateri 
temeljijo ali na hibridizaciji ali pa na sekvenci. Hibridizacijski pristopi običajno vključujejo 
komplementarno DNA (cDNA) označeno s fluorescenčnim barvilom ter uporabo mikromrež. 
Hibridizacijske metode lahko obdelajo velike količine vzorcev in so poceni, težavo pa jim 
predstavlja dejstvo, da se opirajo na že znane podatke o zaporedjih v genomu, ter otežena 
detekcija signala. V nasprotju s hibridizacijskimi pristopi pa pristopi, ki temeljijo na sekvenci 
lahko direktno določijo sekvenco cDNA. Tudi tu pa se pojavijo težave, saj večina starejših 
metod pri tem pristopu uporablja Sangerjevo sekvenciranje, ki pa je drago in zamudno. 
Običajno je analiziran je samo del prepisa, zato tudi ne moremo med seboj ločiti več različic 
prepisa istega gena oz. izooblik (Wang Z. in sod., 2010).  
 
Vse te pomanjkljivosti omejujejo zmogljivost tradicionalnega sekvenciranja, zato se je z 
razvojem sekvenatorjev nove generacij razvila tudi nova metoda za določanje zaporedja 
prepisov; RNA sekvenciranje, oziroma RNA-seq. RNA-seq uporablja tehnologijo globokega 
sekvenciranja. Izolirana RNA se pretvori v knjižnico cDNA fragmentov, na te fragment se 
dodajo adpaterji za sekvenciranje (kratki oligonukleotidi znanega zaporedja). Po 
namnoževanju se vsaka molekula sekvencira iz enega ali pa obeh koncev. Odčitki so običajno 
dolgi med 30 in 400 baznimi pari. Odčitki se nato sestavijo skupaj z bioinformacijskimi orodji 
s pomočjo referenčnega genoma ali pa po principu de-novo (Wang Z. in sod., 2010).  
 
Glavna prednost RNA-seq je, da metoda, za razliko od hibridizacije, ne potrebuje že obstoječe 
sekvence genoma. Zato je primerna za proučevanje transkriptomov ne-modelnih organizmov, 
katerih sekvence celotnega genoma še ne poznamo. Z RNA-seq lahko do enega baznega para 
natančno določimo meje med eksoni in introni. Poda nam tudi informacijo na kakšen način 
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3 OPIS ORODIJ ZA Z GENOMOM VODENO SESTAVLJANJE PREPISANIH      
GENOV 
Eden od dveh glavnih pristopov k sestavljanju odčitkov RNA-seq v končne prepise je z 
genomom vodeno sestavljanje prepisanih genov. V primeru, kadar je na voljo sekvenca 
genoma (modelni organizmi) kot referenca, se odčitkom najprej najde ustrezno mesto na 
referenčnem genomu, se jih kartira in nato rezultat kartiranja uporabi za nadaljnjo  analizo in 
sestavo končnega prepisa. Težavo pri kartiranju predstavlja predvsem veliko število odčitkov 
in pa samo dejstvo, da gen obstaja v več različicah, izooblikah, kot posledica alternativnega 
spajanja (ang. alternative splicing) (Florea in Salzberg, 2013). 
 
Sestavljanje prepisa običajno poteka v štirih korakih (slika 1). V prvem koraku se izolira 
RNA, prevede v cDNA knjižnico in nato sekvencira. S tem dobimo odčitke, katere se v 
drugem koraku kartira na referenčni genom. Določi se tudi mesta, kjer naj bi bili introni ter 
mesta alternativnega spajanja. V tretjem koraku so odčitki združeni v modele genov in 
prepisov, v četrtem pa so odčitki dodeljeni posameznemu prepisu, da se kvantitativno določi 
stopnja ekspresije tega prepisa gena. Nekateri algoritmi tretji in četrti korak izvedejo ločeno, 
drugi ga združijo v en korak (Florea in Salzberg, 2013). 
 
 
Slika 1: Potek sestavljanja prepisa gena pri z genomom vodenem sestavljanju prepisa gena (Florea in Salzberg, 
2013) 
 
Programi oziroma algoritmi za z genomom vodeno sestavljanje prepisanih genov pri obdelavi 
RNA-seq odčitkov uporabljajo različne pristope in tehnike, ki vključujejo matematične 
teoreme in statistične modele. Za predstavitev podatkov in oštevilčenje, se uporabljajo 
različni grafi (Florea in Salzberg, 2013). 
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Eden izmed njih je graf prekrivanja (ang. overlap graph). Graf prekrivanja strnejeno prikaže 
zaporedje odčitkov glede na njihovo lokacijo in vzorec poravnave. Vsak odčitek na grafu 
predstavlja vozlišče, dve vozlišči pa se povežeta v primeru, da se dva odčitka prekrivata in 
imata kompatibilno poravnavo, kar pomeni, da si delita enaka mesta razreza, restrikcijska 
mesta. Drug pristop je graf povezljivosti (ang. connectivity graph) poveže katerikoli dve bazi, 
ki sta si sosednji na referenčnem genomu ali pa sta povezani preko razrezanega odčitka. 
Mogoče ga je uporabiti tudi za sestavljanje prepisov. Tretja možnost sta graf razrezov (ang. 
splice graph) in graf subeksonov. Pri grafu razrezov vozlišča predstavljajo eksone, njihovi 
robovi pa predstavljajo introne. Graf subeksonov je variacija grafa razrezov, pri katerem 
ekson med dvema restrikcijskima mestoma predstavlja vozlišče, dve vozlišči pa se povežeta, 
če sta del istega eksona ali pa sta povezana preko spojenega odčitka (Florea in Salzberg, 
2013). 
 
Pri izbiri najbolj ustreznega prepisa gena, si programi pomagajo z različnimi optimizacijskimi 
procesi kot sta kvadratično programiranje in makisimizacija pričakovanja. Pri kvadratičnem 
programiranju se vsakemu možnemu prepisu dodeli stopnja pogostosti (ang. abundance level) 
ter nato poišče najustreznejšo kombinacijo prepisov, ki z minimiziranjem napake pri oceni, 
najbolje pojasni raven pokritosti odčitka. Pri maksimizaciji pričakovanja pa se vsakemu 
odčitku določi verjetnost, da pripada kateri od izooblik (Florea in Salzberg, 2013). 
3.1 TOPHAT   
TopHat je prvi programski paket za z genomom vodeno sestavljanje prepisanih genov (slika 
2). Večina drugih programov z enakim principom sestavljanja prepisov temelji na njegovem 
algoritmu. Stike med eksoni, po kartiranju na referenčni genom poišče v dveh fazah. V prvi 
fazi modul BowTie kartira odčitke na referenčni genom. Odčitki, katerih ni bilo mogoče 
kartirati, se shranijo za kasnejšo obdelavo med tako imenovane 'uvodoma nekartirane odčitke' 
ali IUM odčitke. BowTie privzeto predstavi rezultate naleganja z največ dvema napakama. Na 
podlagi empiričnih opažanj se naleganje vedno vrši iz 5' konca, saj je možnost napak manjša. 
Algoritem Maq v tej fazi na koncih uspešno kartiranih eksonov generira možne končne 
sekvence. Konci so običajno slabo pokriti z odčitki, kar privede do izgube manjšega dela 
sekvence. S tem se ustvarijo matrice za iskanje stikov, ki ustrezajo sosednjima eksonu in 
intronu (Trapnell in sod., 2009). 
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Slika 2: Potek sestavljanja prepisanega gena z orodjem TopHat (Trapnell in sod., 2009) 
 
TopHat na koncu bazo IUM še enkrat primerja z do sedaj sestavljenim prepisom in vanj 
vstavi statistično najbolj možno sekvenco. Sosednje sekvence in prekrivajoči se konci se 
združijo, ustvarijo pa se tudi različni možni sestavi gena (alternativni splicing) (Trapnell in 
sod., 2009). 
3.2 MAPSPLICE 
Cilj algoritma Mapsplice je poiskati možne stike med eksoni in sestaviti najverjetnejši možen 
prepis nekega gena na podlagi RNAseq. Tako kot programski paket TopHat, tudi Mapsplice 
pride do končnega sestava s pomočjo primerjave odčitkov z referenčnim genomom 
podobnega organizma. Algoritem sestavljanje izvede v dveh fazah. V prvi fazi se izvede 
naleganje tako imenovanih značk na referenčni genom. Značke so nekaj nukleotidov dolga 
zaporedja mRNA, njihova dolžina pa je odvisna od metode sekvenciranja. Rezultat te faze so 
pravzaprav kandidatni sestavi prepisanega gena. V drugi fazi se izvede analiza značk, ki 
vsebujejo mesta razreza. Algoritem ta mesta statistično ovrednoti in na koncu predstavi 
statistično najbolj verjeten prepis (Wang K. in sod. 2010). 
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TrueSight je prav tako algoritem za sestavljanje prepisanih genov na podlagi referenčnega 
genoma. Pri sestavljanju uporabi informacijo o kvaliteti kartiranja RNA-seq odčitkov na 
referenčni genom in kodni potencial sekvence referenčnega genoma. TrueSight, tako kot 
TopHat, razdeli sestavljanje na dve fazi. V prvi fazi z algoritmom BowTie kartira RNAseq 
odčitke na referenčni genom. Odčitke, katerih poravnav ni bilo moč najti na referenčnem 
genomu, obdela drug algoritem kot potencialne kinidate, kjer je možno, da se nahajajo na 
mestih med eksoni in introni oziroma na stikih eksonov. Na koncu je vse skupaj združeno v 
najverjetnejši prepis sekvenciranega gena. Največja razlika med algoritmom TrueSight in 
ostalimi algoritmi, ki pri kartiranju za referenco uporabljajo genom sorodnega organizma je, 
da TrueSight ovrednoti kvaliteto odčitka, ki naj bi pokrival območje med eksonom in 
intronom. Na podlagi statističnih metod, lahko določi največjo verjetnost, kje se nahaja 
značka. Težava drugih orodij je, da se enake značke lahko pojavijo večkrat in je posledično 
intron umeščen na napačno mesto v prepisu (Trapnell in sod.,  2009).  
2.4 OLEGO 
Algoritem OLego odčitke RNA-seq na referenčni genom kartira po pristopu »multiple-seed-
in-extend«. Odčitke po koščkih primerja z referenčnim genomom in jih umesti na ustrezno 
mesto, podobno kot orodje MapSplice. Koščki so statistično ovrednoteni, s čimer se zagotovi 
najboljša možna poravnava z referenčnim genomom. OLego vključuje lasten algoritem za 
poravnavo odčitkov in zato ne potrebuje zunajnjega orodja kot je na primer BowTie. S tem je 
lahko obdelanih več odčitkov hkrati, kar pospeši proces sestavljanja prepisa gena (Wu in sod. 
2013). 
 
OLego določa mesta med introni in eksoni, med stiki,  po principu de novo, pri čemer se opira 
na dejstvo, da je pojavnost ponavljajočih se mest GA/TG v intronih približno 99%. V 
primeru, da je za določeno mesto stika več kandidatnih odčitkov, se te statistično ovrednoti in 
izbere najustreznejši odčitek za končno sestavljanje prepisa (Wu in sod., 2013). 
2.5 CUFFLINKS 
Algoritem Cufflinks deluje v kombinaciji z orodjem TopHat. TopHat kartira odčitke na 
referenčni genom. Odčitke, katerim ni bilo možno najti mesta na referenci, pa shrani kot 
potencialne intronske kandidate. Modul znotraj algoritma generira sintetične sekvence na 
mestih stikov. Algoritem BowTie pa na te sekvence poravna odčitke, ki so bili shranjeni kot 
možni introni. V nadaljevanju je algoritem Cufflinks uporabljen kot orodje za končno 
sestavljanje prepisa. Temelji na konstruktivnem dokazu Dilworthovega teorema (Dilworth, 
1950). Vsaka poravnava je označena kot vozlišče, na grafu prekrivanja. Cufflinks nato najde 
najmanjše možno pot, ki obsega vsa vozlišča in na podlagi tega izdela končni prepi(Trapnell 
in sod., 2011). 
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Algoritem za končno sestavljanje prepisa iz odčitkov RNA-seq IsoLasso bazira na algoritmu 
LASSO ali operatorju najmanjšega absolutnega skrčenja in selekcije, ki uporablja metodo 
vsote najmanjših kvadratov. LASSO je multivariantna regresijska metoda, katere namen je 
najti ravnotežje med največjo možno točnostjo predikcije in zmanjševanjem interpretacije ter 
se uporablja tudi v GWAS (angl. genome wide association studies) analizah. Težavo pri 
zmanjševanju interpretacije predstavlja sam pristop, pri katerem je končni cilj, da se za 
sestavo končnega prepisa porabi čim manj izooblik nekega odčitka, kar pa zmanjša kvaliteto 
in točnost končnega prepisa. Ta pristop uporablja predvsem orodje Cufflinks, ki nezanesljive 
prepise izloči iz nadaljnje obdelave, kar pa lahko privede do izgube stičnih mest med eksoni 
in introni (Li in sod., 2011). 
 
Za kartiranje odčitkov na referenčni genom se še vedno običajno uporabi orodje TopHat. 
IsoLasso nato kartirane isoforme oštevilči in na podlagi LASSO algoritma izloči tiste, katere 
je nemogoče sestaviti skupaj. Na koncu IsoLasso kot rezultat poda najverjetnejši prepis gena, 
upoštevajoč pogoje predvidevanja, točnosti in interpretacije, skupaj s podatkom o ekspresiji 
tega gena. Ekspresijo lahko določi s pomočjo oštevilčenja posameznih izooblik eksonov (Li 
in sod., 2011).  
2.7 SLIDE 
Slide je zasnovano kot statistično orodje za skopo linearno modeliranje RNA-seq podatkov za 
odkrivanje izooblik in ocenjevanje pogostosti. Obstoječe anotacije lahko pridobi iz baz kot je 
Ensembl ali drugih zbirk anotacij. Podatke lahko zbere tudi iz algoritmov za sestavljanje 
prepisov de-novo, ter podatkov iz drugih protokolov za sestavljanje prepisov kot sta CAGE in 
RACE (Li in sod., 2011). 
 
Pri CAGE gre za protokol katerega rezultat so kratki odčitki, nekdaj dolgi do 27 nukleotidov, 
danes pa je to odvisno od zmogljivosti metode sekvenciranja, odčitki 5' koncev CAP mRNA, 
ki so bili izolirani in prevedeni v DNA nato pa sekvencirani (Kawaji in sod., 2014). RACE 
(angl. rapid amplification of cDNA ends) pa je protokol za hitro namnoževanje cDNA 3' in 5' 
koncev (Frohman in sod., 1988). Oba lahko štejemo za nekakšna predhodnika RNA-seq 
protokola. 
 
Slide odkrije izooblike na podlagi že znanih mej genov in eksonov iz zbirk anotacij, jih 
oštevilči in primerja z modeli pridobljenimi iz obstoječih baz anotacij. S takim pristopom se 
zagotovi bolj natančno sestavljanje končnega prepisa, saj orodje upošteva tako kvalitativno 
kot kvantitativno komponento RNA-seq, kar nam pomaga, da lahko določimo tudi ekspresijo 
izbranega gena (Li in sod., 2011). 
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SpliceGrapher je orodje za končno sestavljanje prepisanih genov iz vhodnih podatkov 
odčitkov RNA-seq in EST ali izraženih sekvenčnih oznak (ang. expressed sequence tag). 
Orodje sestavljanje opravi v več korakih (slika 3). Najprej se izvede naleganje odčitkov, ki ne 
vsebujejo robnih mest (npr. ekson-ekson), na referenčni genom. Orodje jih predvidi kot 
eksone. Nato poteče naleganje odčitkov, ki vsebujejo robna mesta in jih nismo mogli kartirati 
na referenčni genom v prvem koraku. Orodje jih predvidi kot intronska zaporedja in na ta 
način lahko določi tudi mesta alternativnega spajanja gena. SpliceGrapher črpa vhodne 
podatke tudi iz knjižnic že obstoječih modelov genov in knjižnic cDNA. Končni rezultat je 
graf, ki prikazuje napoved razrezov prepisanega gena (Rogers in sod., 2012). 
 
 
Slika 3: Potek sestavljanja prepisanega gena z orodjem SpliceGrapher (Rogers in sod., 2012) 
2.9 IRECON  
Algoritem iRecon je še eno izmed orodij za rekonstrukcijo in analizo z genomom vodenega 
sestavljanja prepisa gena. Omogoča hkratno rekonstrukcijo izooblik gena in oceno 
številčnosti le teh tudi če je ekspresija nizka. Postopek je sestavljen iz treh korakov: 
identifikacija vseh možnih izooblik, torej različic prepisov, poravnava odčitkov RNA-seq z 
isoformami in na koncu rekonstukcija številčnosti vsake domnevne isoforme. Pri 
idenitifikaciji izooblik se za poravnavo na referenčni genom običajno uporabi drug algoritem 
kot je na primer TopHat. Ustvarijo se grafi, ki predstavljajo izooblike, ki naj bi bile prisotne v 
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sekvenciranem vzorcu, z njihovo pomočjo pa lahko nato določimo dogodke v alternativnih 
spajanjih. V naslednjem koraku vsako potencialno izoobliko algoritem poravna še z ustrezno 
sekvenco DNA, ravno tako pridobljeno iz vzorca. V tem koraku se popravijo tudi 
nezanesljive poravnave okoli stikov med eksoni in introni. Glede na to, da lahko ena izooblika 
ustreza poravnavi na več genih, se vsaki določi afiniteta do vsakega odčitka, na podlagi 
rezultata poravnave in predvidene dolžine inserta. Na koncu se določi zaporedje izooblik, ki 
so prisotne v odčitku in določi njihovo pogostost (Mezlini in sod., 2013). 
4 OPIS ORODIJ ZA DE-NOVO SESTAVLJANJE PREPISANIH GENOV 
Drugi izmed dveh glavnih pristopov k sestavljanju prepisanih genov pa je pristop de-novo. V 
nasprotju s pristopom pri katerem je sestavljanja prepisa vodeno z genomom, tu referenčnega 
genoma ne potrebujemo, zato je metoda uporabna tudi za ne-modelne organizme.  
 
Večina programov za sestavljanje prepisov de-novo uporablja de Bruijnov graf. De Bruijnov 
graf je diagram, ki predstavlja povezave med zaporedji simbolov v različno velikih množicah 
(Bruijn de., 1946). Pri sestavljanju prepisov simbole predstavljajo baze A, T, C in G, ki so 
združeni v množice v obsegu do 100 nukleotidov. Slednje je odvisno od metode 
sekvenciranja. Algoritmi za sestavljanje prepisa običajno uporabljajo vrednosti manjše od 
obsega celotne množice. Dolžina zaporedja se označi s k, zato so imenovana tudi k-meri. Če 
se dva k-mera prekrivata v dolžini k – en nukleotid se med sabo povežeta. Ker se proces 
odvija krožno, na koncu dobimo kot rezultat možen prepis gena (Compeau in sod., 2011). 
 
Metoda z de Bruijnovim grafom poda samo možne prepise, ki pa niso nujno pravilni ali 
realni. Zato si programi pomagajo še z različnimi statističnimi pristopi za ovrednotenje 
najverjetnejšega možnega prepisa. Za ovrednotenje kvalitete se uporablja meritev 'ExN50'. V 
osnovi je podobna standardni meritvi 'N50' pri kateri je dolžina rangiranih zaporedij po 
velikosti določena z dolžino zaporedja pri polovici velikosti genoma. Ker pa je ta bolj 
primerna za ovrednotenja kvalitete sestavljanja celotnega genoma, kot pa za transkriptom, ki 
obstaja v več različicah, so razvili meritev 'ExN50'. Ta ovrednoti ekspresijo vsakega 
posameznega kontiga, omeji pa se na tiste z najvišjo ekspresijo (Geniza in Jaiswal, 2017). 
 
Za preverjanje kvalitete se uporabljata tudi orodji rnaQUAST in TransRate. Obe orodji 
primerjata prepis, ki smo ga dobili pri sestavljanju, z zbirkami referenčnih genomov ali pa z 
že sestavljenimi prepisi, ki so bili sestavljeni z drugimi orodji za sestavljanje prepisanih genov 
de-novo. Opravi se tudi primerjava z aminokislinskim zaporedjem proteina, v katerega naj bi 
se prepis prevedel, kot tudi primerjava s prepisi, ki izvirajo iz sorodnih vrst organizma iz 
katerega smo izolirali vzorec (Geniza in Jaiswal, 2017). 
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Trinity je programski paket in modularna metoda sestavljena iz treh delov: Inchworm, 
Chrysalis in Butterfly. V prvem koraku orodje Inchworm sestavi odčitke v unikatne sekvence 
prepisov. Orodje Chrysalis v drugem koraku združi sorodne kontige, ki odgovarjajo deležem 
alternativno spojenih genov ali drugih paralogov in nato skonstruira de Bruijnov graf za vsako 
skupino sorodnih kontigov. Na koncu orodje Butterfly analizira odčitke in v povezavi z de 
Bruijnovim grafom tvori poročilo o vseh možnih sekvencah prepisanega gena (Grabher in 
sod., 2013) (slika 4). 
 
 
Slika 4: Potek sestavljanja prepisanega gena po principu de novo z orodjem Trinity (Grabher in sod., 2013) 
4.2 RNASPADES 
RnaSPAdes je prirejena različica orodja SPAdes za sestavljanje genomov. Tako kot večina 
ostalih programov za sestavljanje kratkih odčitkov, tudi orodje rnaSPAdes deluje na osnovi de 
Bruijnovega grafa. Koraki v sestavljanju prepisanih genov zajemajo različne algoritme. Prvi 
korak je popravljanje napak sekvenciranja z Bayes Hammerjevim modulom, nato se tvori 
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strnjen de Bruijnov graf. Temu sledi poenostavitev grafa, kjer se odstranijo napačni in 
himerni konci. Na koncu sledi še končna obdelava z algoritmom exSPIner. Ker je bilo orodje 
SPAdes, na katerem rnaSPAdes bazira, narejeno za sestavljanje genoma na podlagi DNA 
odčitkov, je moralo biti nekaj algoritmov prirejenih za obdelavo podatkov RNA-seq 
(Bushmanova in sod., 2018). 
4.3 BINPACKER 
Za razliko od ostalih programov za sestavljanje prepisanih genov de-novo, orodje Binpacker 
ne uporablja de Bruijnovega grafa, temveč informacijo o pokritosti odčitka (Geniza in 
Jaiswal, 2017). Vsakemu robu odčitka orodje dodeli statistično utež glede na globino 
sekvenciranja (število odčitkov prekrivanja med dvema križanjema eksonov) in nato izvede 
postopek, ki na podlagi uteži odčitke razvrsti v linearno zaporedje. S tem se ustvari graf 
prepisa, na katerem vozlišča predstavljajo eksone (Liu in sod., 2016). 
4.4 OASES/VELVET 
Tudi program Oases, kot večina drugih orodij za sestavljanje prepisanih genov de-novo, 
odčitke sestavlja v končni graf na osnovi de Bruijnovega grafa. Običajno pa se uporablja v 
kombinaciji s programskim orodjem Velvet. Kontige sestavi orodje Velvet, nato pa jih z 
algoritmom TourBus obdela orodje Oases. Kontigi so združeni med seboj, na podlagi 
prekrivanja zaporedij, v vozlišča, ki predstavljajo eksone. Te program v nadaljevanju združi v 
lokuse, ki predstavljajo možne prepise gena (Schulz in sod., 2012). 
4.5 SOAPDENOVO-TRANS 
Algoritem SOAPdenovo-trans deluje v dveh korakih. V prvem koraku iz odčitkov 
sekvenciranja sestavi kontige na osnovi de Bruijnovega grafa. Nato sledi globalno in lokalno 
odstranjevanje napak, ki so se zgodile pri sekvenciranju. Algoritem pri globalnem 
odstranjevanju izbriše robne sekvence, k-mere z nizko frekvenco in direktne povezave med 
kontigi na grafu. Za odstranitev ostalih napak se uporabi metoda orodja Trinity in nato 
generira kontige. V drugem koraku algoritem SOAPdenovo-trans odčitke mapira nazaj na 
kontige in na ta način generira končne prepise (Xie in sod., 2014). 
4.6 TRANSABYSS  
Orodje Trans-ABySS je bilo kot programsko orodje ABySS prvotno zasnovano kot orodje za 
sestavljanje genomov (Robertson in sod. 2010). Je eno od prvih orodij za sestavljanje 
prepisanih genov de-novo. Kratke odčitke sekvenciranja sestavlja na podlagi de-bruijnovega 
grafa. Pred sestavljanjem algoritem odstrani napačne sekvence in ponavljanja alelov. Ker pa 
je možno, da predstavljajo alternativne različice prepisanega gena, jih orodje shrani v posebno 
datoteko. Podatki iz te datoteke se po sestavljanju uporabijo za predvidevanja vpliva različnih 
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alelnih variant na izražanje gena. Po končnem sestavljanju, prepis vizualno predstavi ABySS-
Explorer, ki je del orodja Trans-ABySS (Birol in sod., 2009). 
5 PRIMERJAVA ORODIJ 
V dobi sekvenciranja nove generacije, je količina podatkov pridobljenih iz sekvenciranj 
močno narasla. Obdelava le teh je brez zmogljivih orodij nemogoča. Obe metodi, sestavljanje 
s pomočjo genoma in sestavljanje de-novo pa imata svoje prednosti in slabosti. 
 
Prva so bila razvita orodja za sestavljanje prepisov s pomočjo referenčnega genoma. Ker so v 
uporabi dalj časa od drugih metod, naj bi bila bolj zanesljiva in zmogljivejša. S tem ko 
odčitke kartiramo na referenčni genom istega organizma iz katerega smo odvzeli vzorec za 
sekvenciranje, naj bi bile možnosti za sestavo najbolj točnega prepisa večje. Metoda je 
primerna za vse modelne organizme, neuporabna pa je pri organizmih katerih genoma ne 
poznamo. Pri tem lahko kot referenčni genom uporabimo sekvenco genoma neke sorodne 
vrste, a to ne zagotavlja, da bo sestavljeni prepis v končni obliki predstavljal realen model 
prepisa gena iz organizma v raziskavi, ki jo opravljamo. Kot drugo možnost lahko uporabimo 
sekvenciranje genoma našega organizma, a to predstavlja dodaten čas v raziskavi in visoke 
stroške. 
 
Težavo pri sestavljanju prepisov z referenčnim genomom predstavlja tudi nenatančnost 
nekaterih algoritmov, kot to navajata Florea in Salzberg (2013). Zato se novi algoritmi 
izboljšujejo na področju zmanjševanja šumov in odstranjevanja artefaktov. Še ena 
pomanjkljivost orodij za z genomom vodeno sestavljanje prepisanih genov je tudi ta, da so 
orodja za kartiranjeločena od orodij za sestavljanje končnega prepisa. Za celovito obdelavo 
podatkov sta torej potrebna najmanj dva različna programa.  
 
Li in sod. (2013) so ob predstavitvi novega alogritma za z genomom vodeno sestavljanje 
prepisa TrueSight, rezultate tega primerjali še s tremi drugimi orodji, ki delujejo po enaki 
metodi. V raziskavi so bila uporabljena orodja TrueSight, TopHat, MapSplice in PASSion. 
Kot podatke RNA-seq pa so uporabili odčitke človeka, D. melanogaster, Arabidopsis thaliana 
in C. elegans.  
 
Za primerjavo so v enem od testov analizirali število stikov, ki jih orodje ustvari iz danega 
nabora realnih odčitkov RNA-seq. Ugotovljajo, da kljub temu, da noben od uporabljenih 
genomov ni anotiran popolnoma, torej niso dokončno določeni, so orodja uspešno sestavila 
zaporedja prepisanih genov. TrueSight in MapSplice imata v primerjavi z drugima orodjema 
večjo občutljivost, zaznata več stikov med introni in eksoni. 
 
V nadaljevanju so teste ponovili še na simuliranih podatkih, pridobljenih z orodjem Maq. Ta 
na podlagi človeškega genoma simulira RNA-seq metodo. S temi odčitki so preizkusili 
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izbrana orodja in ugotovili, da so se v specifičnosti orodja TopHat, PASSion in TrueSight 
odrezala bolje kot MapSplice. TrueSight se je tudi odrezal najbolje pri poravnavi odčitkov, ki 
pokrivajo več kot en stik. Pri orodju TopHat pa se je pokazalo, da ni najboljše orodje za 
iskanje ne-kanoničnih stikov. Kljub temu, da jih je našlo največ, je bilo pri tem hkrati tudi 
največ napak. Končni rezultati so pokazali, da je kvaliteta in točnost RNA-seq odčitkov 
izjemno pomembna za boljše končno konstruiranje prepisa. 
 
Pri sestavljanju prepisov de-novo referenčni genom ni potreben, kar je tudi glavna prednost te 
metode. Na podlagi tega dejstva je primerna tudi za ne-modelne organizme, ki so običajno 
bolj zanimivi za raziskave na področjih odkrivanja novih metabolnih poti. Ker kartiranje 
sekvenčnih odčitkov ni potrebno, lahko že v večini primerov z enim programom naredimo 
celovito obdelavo podatkov, le zaključne procese ovrednotenja kvalitete je potrebno opraviti z 
drugimi orodji. Ta orodja, razen v primeru orodja Trinity običajno niso del programskega 
paketa. 
 
Pomanjkljivost pri sestavljanju prepisov de-novo pa kljub temu, da je lahko to po drugi strani 
prednost, predstavlja odsotnost kartiranja na referenčni genom v začetnih fazah sestavljanja, 
saj bi se na ta način lahko izognili nastanku napak. Te se pojavljajo na enakih mestih kot pri 
metodi z genomom vodenim sestavljanjem prepisov.  
 
Chopra in sod. (2014) so opravili primerjavo med tremi orodji za sestavljanje de-novo; 
Trinity, SOAPdenovo-Trans in TransAByss, kjer so v raziskavi uporabili RNA-seq odčitke 
arašidatreh vrst; Arachis hypogaea, Arachis ipaësis in A. duranensis. Sestavljenih je bilo 18 
prepisov, po šest iz vsakega uporabljenega genotipa. Orodja so primerjali na podlagi dolžine 
kontigov, združevanja, odstranjevanja odvečnih zapisov, natančnosti in analize celotnih 
prepisov.  
 
Ugotovili so, da z vsakim od treh orodij z enako dolgimi odčitki, ustvarijo različno dolge 
odčitke. V raziskavi so bili uporabljeni k-meri dolžine 25 nukleotidov. SOAPdenovo-Trans je 
v primerjavi s Trinity in TransAByss, ustvaril več, a krajše kontige, kar je imelo rezultat v 
slabi predstavi transkriptoma zaradi pomanjkanja kontinuitete. Trintiy in TransAByss sta se 
odrezala bolje in ustvarila daljše kontige.  
 
Pri analizi združevanja kontigov in odstranjevanja odvečnih podatkov so za orodje 
TransAByss ugotovili, da dolžina k-merov vpliva na uspešnost sestavljanja. Geni z nižjim 
izražanjem so bili bolj uspešno sestavljeni, če je bila dolžina sestavljanja k-merov nižja in 
obratno pri genih z višjo ekspresijo. Pri orodju Trinity pa so ugotovili, da odstranjevanje 
odvečnih podatkov lahko vpliva na rezultat meritev N50 in povprečno dolžino kontigov. V 
primerjavi med obema orodjema so opazili, da imajo prepisi sestavljeni s TransAByss krajšo 
dolžino kontigov, kot prepisi sestavljeni s Trinity, a so ti daljši.V tretjem delu so raziskovalci 
določali natančnost in opravili analizo celotne dolžine prepisa. Dobljene prepise so z orodji 
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BLASTX in BLASTN primerjali z bazo proteinov in bazo izraženih sekvenčnih značk (ang. 
expressed sequence tag, EST). Natančnost vseh treh orodij je bila dobra, a so se med njimi 
kazale tudi večje razlike. Prepisi sestavljeni s TransAByss so bili uspešno kartirani na že 
obstoječe sestave prepisanih genov v le 67 % primerov, kar naj bi bila posledica združevanja 
več različnih sestavov k-merov. Trinity se je pri tem odrezal bolje, vendar v članku ni 
zapisano v kakšnem odstotku. 
 
Problem pri primerjanju zmogljivosti orodij za sestavljanje prepisov de-novo predstavljajo 
genomi, ki niso dobro anotirani. Zaradi pomanjkanja podatkov, je težko izvesti poravnavo in 
preveriti uspešnost sestavljanja. V tej raziskavi pa je izziv predstavljala tudi poliploidnost 
Arachis hypogaea, ki je pri rastlinah pogosta. 
 
Ker imajo zgoraj naštete metode in orodja določene pomanjkljivosti, se vedno bolj uveljavlja 
kombiniran pristop. V uporabo prihajajo orodja, ki kombinirajo tako z genomom vodeno 
sestavljanje, kot sestavljanje prepisanih genov de-novo. Dve izmed takih sta orodje Mikado, 
katerega v svojem članku opisujejo Venturini in sod. (2018), ter orodje Bridger (Chang in 
sod., 2015).  
 
Orodje Mikado so avtorji zasnovali, kot popolnoma nov samostojen algoritem, ki združuje 
principe z genomom vodenega sestavljanja in sestavljanja prepisov de-novo. Pri orodju 
Bridger pa so njegovi avtorji združili algoritem za poravnavo na referenčni genom iz orodja 
Cufflinks in algoritme za sestavljanje de-novo orodja Trinity. 
 
V primerjavi obeh orodij z že obstoječimi orodji, sta se tako Bridger kot Mikado izkazala za 
zmogljivejši in bolj natančni od orodij, ki temeljijo le na enem od pristopov (Venturini in 
sod., 2018; Wang S. in Gribskov., 2017) 
6 ZAKLJUČEK 
Pri raziskovanju transkriptoma, so zmogljiva orodja za analizo velike količine podatkov 
izjemnega pomena. Pri razvoju novih metod sekvenciranja, se niža cena le tega in povečuje 
količina podatkov, katere je potrebno hitro in kvalitetno analizirati. 
 
Orodij za obdelavo odčitkov RNA-seq je ogromno, odvisno pa je od tipa raziskave, kateri je 
najbolj primeren za uporabo. Kot je opisano že v poglavju »Primerjava orodij«, so orodja, ki 
pri sestavljanju uporabljajo referenčni genom, za sestavljanje prepisov nemodelnih 
organizmov neuporabna, saj njihovih genomov običajno nimamo na voljo ali pa so nepopolno 
določeni. 
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Po drugi strani pa je prednost orodij za sestavljanje prepisov de-novo, da referenčnega 
genoma ne potrebujejo, hkrati tudi njihova slabost, saj morajo po končnem sestavljanju 
prepisa še vedno preveriti in ovrednotiti z drugimi orodji ali je sestavljeni prepis realen. 
 
Z orodji kot sta Mikado in Bridger se pomanjkljivosti obeh pristopov nekoliko zabrišejo. 
Kljub temu pa je možnosti za izboljšave še veliko. 
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